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【研究の目的】
現在、肺がんは世界の癌関連死の要因の第1位であり、新たな治療、診断技術の開発が
期待されている。なかでも、近年の治療薬開発において上皮成長因子受容体epidermal
growth factor receptor(EGFRlのチロシンキナーゼ領域が標的分子として注目されてい
る。特にEGFRチロシンキナーゼ阻害薬(EGFR‐TKI)は、EGFR活性化変異を有する非
小細胞肺がん(NSCLC)症例に対して、優れた臨床効果を発揮することが報告されてぃ
る。しかしながら、治療が奏効した症例であつても約1年間での経過で獲得耐性を生ず
ることが知られており臨床上の重大な問題である。耐性化症例の約半数はEGFRチロシ
ンキナーゼ領域のcodon790のスレオニンからメチオニンヘの1アミノ酸変異(T790M)
を生ずることが知られている。現在EGFR T790M変異を有するEGFR‐TKI耐性に対し
ての標準治療はなく、新規の治療開発が望まれている。
非小細胞肺がんに対するがん特異抗原を標的としたワクチン療法などの免疫治療は、
第HI相試験にてある程度の有効性は示唆されているものの、未だ確立されるには至っ
ていない。がんワクチン療法の効果を増強するための一つの戦略として、がん細胞の変
異抗原を標的とした治療法が考慮される。そこで、本研究は遺伝子変異EGFR T790M
由来がん抗原について、免疫治療における標的としての有用性を細胞免疫学的手法を用
いて検討した。
【方法】
EGFR T790M変異に由来し、抗原提示分子HLA‐A2に結合が予測される9～10アミノ
酸長のペプチドをBIM△S解析システムにて選択した。候補ペプチドとHLA‐A2との結
合は、リンパ芽球細胞T2を用いたペプチド結合試験にて評価した。次いで、HLA‐A2
陽性健常人由来末梢血単核球(PBMC)よりCD8+細胞をマイクロビーズにて単離し、候補
ペプチドをパルスした自己由来樹状細胞で刺激した。さらに1週後、2週後に人工抗原
提示細胞K562(CD80+CD83+HLA"A2+)で刺激することにより、ペプチド特異的細胞傷
害性Tリンパ球(CTL)を誘導した。樹状細胞はPBMCより単離したCD14+細胞を
GM‐CSF、IL‐4で誘導しTNF‐αで成熟化させ、ユow cytometryにて表面マーカー
(CD14‐HLA‐DR十)を確認した。ペプチド特異的CTLの誘導はIFN‐Y ELISPOT試験にて
評価した。誘導されたペプチド特異的CTLの純度をCD107a試験にて評価し、
CD8+CD107a+細胞をcell sorterにて選別することでペプチド特異的CTLラインを樹立
した。CTLラインについて、EGFR T790M変異を有する非小細胞肺がん株 H‐1975に
対する反応性を細胞傷害性試験にて評価した。
【結果】
HLA‐A2に結合が予測されるEGFR T790M変異由来ペプチドを3種
[T790]M‐A(789‐797)(IMQLMPFGC)、 ‐B(790‐799(MQLMPFGCLL)、
‐C(788‐797)(LIMQLMPFGC)]と、さらにT790M‐AのC末端側のシステインを、バリ
ン、ロイシンにそれぞれ改変させた改変ペプチ ド2種
[T790M‐D(789‐797)(IMQLMPFGVl、‐E(789‐797)(IMQLMPFGL)]の計5種を候補ペプ
チ ドとして選択した。ペプチ ド結合試験の結果、候補ペプチ ド5種とHLA‐A2との結合
を確認した。なかでも改変ペプチ ド2種はより高い結合性を有していた。次いでペプチ
ド特異的CTLの誘導を4人のHLA‐A2陽性PBMCを用いてIFN‐Y ELISPOT試験にて
評価したところ、T790M‐Aで4人中4人、T790M‐Bで4人中2人においてペプチ ド特
異的CTLが誘導された。他の3種(T790M‐C、 ‐D、 ‐E)からは特異的CTLは誘導されな
かった。CD107a試験にて高い誘導能を示したT790M‐ムで刺激したT2を標的として用
いた場合にCD8+CD107a十細胞が多数存在することを確認し、cell sorterを用いて特異
的CTLラインを樹立した。CTLラインの交差反応性をIFN‐Y ELISPOT試験にて評価
すると野生型配列 T790M‐Awt(789‐7 7)(ITQLMPFGC)には交差反応性を示さなかう
た。次いで、CTLラインの非小細胞肺がん株に対する反応性を検討した。IFN‐Y
ELISPOT試験では非小細胞肺がん株 11‐18(HLAいA2陽性、T790M陰性)、
H1975(HLA‐A2陰性、T790M陽性)には反応性はみられず、T790M‐Aペプチ ド刺激し
た 11‐18(HLA‐A2陽性、T790M陽性)、 及びHLA‐A2を導入した H1975‐A2(HLA‐A2
陽性、T790M陽性)にIFN‐Yの産生が確認された。CD107a試験では、H1975‐A2を標
的とするとCD8+cD107a十細胞が多くみられた。さらにH1975‐A2に対して特異的な細
胞傷害活性を認めた。
【考察】
がん抗原の中でも遺伝子変異由来抗原は、正常組織での発現はないために特異性が高く、
また非自己抗原であるため高い免疫原性を有する可能性があり、理想的な標的抗原と考
えられる。本研究では、EGFR‐TKIに対する獲得耐性変異であるEGFR T790M変異の
免疫学的抗原性について評価した。EGFR T790M由来アミノ酸配列より標的ペプチド
を選択すると、特異的なCTLの誘導が可能であったT790M‐Aペプチドは、HLA‐A2の
アンカー残基(N末端より2番目)が変呉しており、HLA‐A2に対する結合親和性が高い
という特徴を示した。また、T790M‐Aペプチドに特異的なCTLは野生型配列である
T790M‐Awtペプチドには交差反応性を示しておらず、EGFRを発現する正常組織に対
して自己免疫応答といった有害事象の可能性は低いものと予想される。さらに、
T790M‐Aペプチドに特異的なCTLは、HLA‐A2陽性かつT790M陽性の細胞のみに対
してIFN‐Y産生及び細胞傷害活性を示した。これより、T790M「Aペプチドに誘導され
る免疫反応は、HLA‐A2拘束性に加えて内因性に提示されるEGFR T790M変異由来抗
原を特異的に認識することが示された。
【結論】
非小細胞肺がんにおける遺伝子変異EGFR T790Mに由来する抗原エピトー プペプチド
T790M‐Aを細胞免疫学的に同定した。本抗原ペプチドは、EGFR T790M陽性の
EGFR‐TKI耐性肺がんに対する免疫治療の標的となりうることが示され、新たなワクチ
ン療法や細胞治療の可能性が示唆された。         ・
